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国立精神 ・神経センター神経研究所 モデル動物開発部 菊池建機部長の指導の下で以下
の観察を行った。
ニワ トリの初期生殖腺の発達過程を観察するため、生殖腺を496パラホルムアルデ ヒド













第3章 ニワ トリ胚生殖腺における性ステ ロイ ドホルモン合
成系酵素遺伝子とエス トロゲンレセプター遺伝子発
現の解析
雌 性 ホ ル モ ン であ る エ ス トラ ジオール ー17βは、 コ レステ ロー ル よ り、 コ レステ ロール
側鎖 切 断 酵 素(P450scc)、3β一ヒ ドロキ シ ステ ロイ ド デ ヒ ドロゲ ナ ーゼ/△5→4イソメ
ラー ゼ(3βHSD)、17α一ヒ ドロキ シラ ーゼ/17,20リアー ゼ(P450c17)、17β一ヒ ドロ
キ シス テ ロイ ドデ ヒ ドロゲ ナ ーゼ(17βHSD)、ア ロマ ター ゼ(P450arom)の5つの酵 素
の触 媒 によ り生 合 成 され る(Fig.3)。
これ らの酵 素 の 遺伝 子 の ニ ワ トリでの 発現 解 析 には 、各遺 伝 子 のcDNAの取得 が 必要 で

















































































































































































































第4章 性ステ ロイ ドホルモン合成系酵素mRNA発現細胞の
同定
雌 の初 期 生 殖 腺 にお いて 、P450scc、3βHSD、P450c17、17βHSD、P450arom
の 各mRNAの発 現細 胞 の 同定 を行 った。 また、 成鶏 の 卵 胞で の性 ス テ ロイ ドホル モ ン合 成
系 酵 素群 の発 現 制 御 に関わ る と考 え られ て いるIuteinizinghormonereceptor(LHR)
mRNAの検 出 も試み た 。
ニ ワ トリのLHRcDNAは、著 者 の所 属 す る研 究室 の 日野 原 、西 森 らに よ りク ロー ニ ング
された もの を利 用 した 。
そ の結 果 、P450scc、3βHSD、P450c17、LHRのmRNAは、 形 態 学 的 に はfat-
ladencellと記 述 され て いる細 胞 と、 髄 索裂 孔 周 辺 の一 部 の細 胞 で発 現 が 見 られ たが 、
17βHSD、P450aromのmRNAの発現 は、 これ らとは異 な る髄 索 中の 皮 質 に近 い髄 索裂
孔周 辺 の細胞 で 発 現 して お り、複 数 の種 類 の細 胞 が性 ホル モ ン生合 成 に関与 して いる こと
が示 され た(Fig.8)。P450scc、3βHSD、P450c17、LHRのmRNAの発現 して いる細

















































































左の生殖上皮 に発現 しているERが卵巣皮質の形成 に、重要であるという事実を、間接的
に支持するものである。
本研究においては、正常の雄胚で発現 しているERは、雄胚でエス トラジオールー17β



























































論 文 審 査 結 果 要 旨
ニ ワ トリの生殖腺分化 にお いて生物学的に興味深 い現象は,雌 ヘテ ロのZW/ZZ型性染 色 体 に よる
遺伝的支配が哺乳類 の雄ヘ テ ロのXX/XY型性 染色体 の場合 ほ ど決定的でな く,初 期胚に対す る性 ス
テ ロイ ドホルモ ン処理 に よ り表現型の性転換 がある程度可能である こと,ま た,多 くの鳥類種 で見 ら
れ るよ うに,雌 では左卵巣のみが分化 し,右 生殖腺は初 期に発達 を停止 して痕跡 状の組織 となること
であるが,こ れ らの現象の分子 レベルの機構は これ まで明 らか にされていない。
本研究で著者 は,コ レステ ロールか ら雌性ホルモ ンのエス トラジオールー17β(E)の生成に関与す
る5種 類 の遺伝子 ならびにEの 活性発現に必要なエス トロゲ ンレセフ。タr(ER)の 遺 伝子 の ニ ワ ト
リ初期胚 生殖腺 におけ る発 現 に着 目 し,全 て ニ ワ トリ由来 のcDNAク ロー ンか ら ジ ゴキ シ ゲニ ン
(DIG)標識 アンチセ ンスRNAプ ローブを 伽 漉70合成 し,組 織 切片 に対す るfπ3伽 ハ イ ブ リダイ
ゼ ーシ ョンを行い,ア ル カ リホスフ ァターゼ結合抗DIG抗体 との反応でmRNAを 検 出す る方 法 を適
用 した。また,mRNAを 逆転写 したのちcDNAをPCR増幅す る方法(RT-PCR)も併用 した。これ ら
のcDNAク ローンの うち,3β 一ヒ ドロキシステロイ ドデ ヒ ドロゲナーゼ(3β 一HSD)のクローニ ン
グは著者 自身が ニ ワ トリ副腎か ら行 った。 これ らの実験か ら,コ レステ ロールか らアン ドロステ ンジ
オ ンの生成に関わ る3種 類 の酵素(コ レステロール側鎖切断酵素,3β 一HSD,17α一ヒ ドロキ シラー
ゼ/17,20リアーゼ)の 遣伝子 は艀卵開始後7～14日(生 殖腺分化 が行われ る時期)の 雌,雄 胚 の左右
生殖腺 で発現す るが,ア ン ドロステンジオ ンか らEを 生成す る2種 類 の酵素(17β一ヒ ドロキ シス テ
ロイ ドデ ヒ ドロゲナーゼ,ア ロマ ターゼ)の 遣伝子 は雌胚の左右生殖腺で のみ発現す る こ と,ER遣
伝子 は雌,雄 胚 の左生殖腺で発現す ること,こ の場合雄 での発現は12日以前 の初期胚でみ られ,14日
以降は殆 ど検出 されな くなることが明 らかに された。 これ らの転写 レベル の解析結果か ら,雌 胚 でE
は左右生殖腺で生成す るがERが 左生殖腺上皮でのみ発現す るため,左 生殖腺めみEの 効 果 に よ り皮
質 が発達 し,卵 巣分化へ と向か うが,右 生殖腺 にはEの 効果は及ばず,発 達を停 止す ること,雄 胚で
はEが 生成 しないため,左 生殖腺に一時的にERが 発現 しても皮質の発達は生 じないこ と,雄 の初 期
胚 にEを 与え ると左生殖腺 のみ卵精 巣に分化す る現象が よく説明 された。ER遣 伝子 の発 現 が雌雄 と
もに左生殖腺で見■られ る ことについて ・著者 は既に4日 胚の時期 の生殖隆起におい下左側 にのみ上皮
の形成が あることを電顕観察 し,こ の ことが関係す るもの と推定 した。 さらに,雌14日胚 の左生殖腺
でE生 成に関わる5種 類 の遺伝子の うち初 めの3種 の遣伝子 と後 の2種 の遣伝 子が異 な った細胞で発
現す る ことを示 した。
以上 のよ うに,本 研究 で著者は ニワ トリ胚 の生殖腺 分化を遺伝子発現 レベィレで解析 し,ア ロマター
ゼ遺伝子,エ ス トロゲン レセ プター遺伝子 の差次的発現を明確 に示 した ことは,鳥 類 の性分化機構の
解 明に大 き く貢献 した もので あ り,審 査員一 同,著 者 は博士(農 学)の 学 位を授与 され るに充分の資
格を有す ると判定 した。
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